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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a penetragdo de materiais resinosos
experimentais de baixa viscosidade em lesbes artificiais sub-superficiais de carie
em esmalte (LASCE), por meio de Microscopia Confocal de Varredura a Laser
(MCVL). Cinquenta e cinco terceiros molares humanos extraidos e livres de carie
foram selecionados. Blocos da superficie oclusal foram obtidos e distribuidos em
11 grupos (n=5), dos quais 5 blocos foram mantidos higidos (Grupo Controle
Positivo) e os demais submetidos a producédo de carie in vitro. Os blocos de
esmalte oclusal cariados foram distribuidos aleatoriamente de acordo com a
composicao do material em: Grupo Controle Negativo (dente cariado); G1: 100%
TEGDMA, G2: 80% TEGDMA + 20% etanol, G3: 80% TEGDMA + 20% HEMA,
G4: 75% TEGDMA + 25% UDMA, G5: 60% TEGDMA + 20% UDMA + 20% etanol,
G6: 60% TEGDMA + 20% UDMA + 20% HEMA, G7: 75% TEGDMA + 25%
BisEMA, G8: 60% TEGDMA + 20% BisEMA + 20% etanol e G9: 60% TEGDMA +
20% BisEMA + 20% HEMA. Os materiais experimentais foram impregnados com
corante isotiocianato de rodamina B a 0,1 % anterior a aplicacdo na superficie
oclusal, e apés fotoativado (40 s), os blocos foram seccionados em fatias de 0,5
mm, e estas foram deixadas em solucdo etandlica de fluoresceina de sodio 100
UM por 3 min, para visualizagdo em Microscopia Confocal de Varredura a Laser. A
analise das imagens foi feita através do programa LAS AF Lite, e em seguida as
médias de intensidade foram convertidas em porcentagem pelo Microsoft Excel.
Os valores de porcentagem obtidos foram submetidos a analise de variancia e
teste de Tukey, em nivel de significancia de 5%. Os resultados mostraram que a
maior média de intensidade de fluorescéncia, indicando o maior percentual de
preenchimento ocorrido na leséo de cérie, ocorreu no G7, enquanto o menor valor
foi obtido pelo grupo G5. Pode-se concluir que diferentes concentragdes
monomeéricas e composicdo de misturas em composto resinoso de baixa
viscosidade produzem diferentes percentuais de penetracao e preenchimento de

lesbes cariosas em esmalte. Os maiores valores de preenchimento das lesdes
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foram obtidos com a mistura TEGDMA+BisEMA e os mais baixos para
TEGDMA+UDMA+etanol

Palavras chave: lesédo incipiente de carie em esmalte, microscopia confocal de
varredura a laser, monémeros
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the penetration of low viscosity
experimental resin materials containing different combinations of resin
monomers/diluents in enamel-like caries lesions using Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM). Nine experimental resin materials containing TEGDMA as a
base monomer and varying the other monomers and solvents BisEMA, HEMA,
UDMA and ethanol were prepared in different proportions. Fifty and five sound and
extracted third human molars were used. The crown fragments were obtained and
distributed in 11 groups (n=5), which 5 crown fragments were maintained sound
(Positive Control Group) and the others were submitted to in vitro lesion caries
production. The crown fragments were distributed randomly according to material
composition: Negative Control Group (carious teeth); Carious and infiltrated blocks:
G1: 100% TEGDMA, G2: 80% TEGDMA + 20% ethanol, G3: 80% TEGDMA +
20% HEMA, G4: 75% TEGDMA + 25% UDMA, G5: 60% TEGDMA + 20% UDMA +
20% ethanol, G6: 60% TEGDMA + 20% UDMA + 20% HEMA, G7: 75% TEGDMA
+ 25% BisEMA, G8: 60% TEGDMA + 20% BisEMA + 20% ethanol and Group 9:
60% TEGDMA + 20% BisEMA + 20% HEMA. Experimental materials were labeled
with the red fluorophore rhodamine B isothiocyanate (RITC 0,1%; Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany) prior to the application on occlusal surface, and after light
cured (40 s), 0,5 mm thin sections were prepared and immersed in a 50%
ethanolic solution of 100 uM sodium fluorescein (NaFL, Sigma Aldrich) for 3 min, to
confocal microscopy visualization. Analysis of images was made by program LAS
AF Lite, then, intensity means were converted in percentage by Microsoft Excel.
Percentage values obtained were submitted to ANOVA Tukey's test, at
significance level of 5%. Results showed that that the highest mean of
fluorescence intensity, indicating fulfilling percentage penetration occurred into
caries lesion, was obtained in the G7, while lower value was obtained by G5. It
could be concluded that different monomeric concentrations and composition of
low viscosity resin blends produce different percentage of penetration and fulfilling



of initial enamel-like caries lesions. The best results were obtained for
TEGDMA+BisEMA and the lowest results for TEGDMA+UDMA+ethanol

Keywords: enamel initial caries lesion, confocal laser scanning microscopy,
monomers.
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1 INTRODUCAO

As superficies oclusais, devido as caracteristicas préprias como sulcos
e fissuras, e as proximais, devido ao contato interproximal, oferecem dificuldade
de higienizagdo sendo os locais mais propicios ao acumulo de biofilme, e
subsequente abrigo para microorganismos. Estas regides oclusais apresentam-se
mais susceptiveis a formacdo de lesbes de carie (Carvalho et al, 1989),
representando cerca de 55 a 60% de todas as superficies cariadas na faixa etaria
de 5 a 17 anos de idade em areas com ou sem fluoretagdo das aguas de
abastecimento com indice CPOS oclusal de 1,7 e 1,9, respectivamente (Hicks et
al., 2000).

Clinicamente, as lesdes iniciais de carie apresentam-se como regides
esbranquicadas e opacas na superficie do esmalte produzidas pela
desmineralizacdo 4cida intermitente, alternada por periodos de remineralizacao
produzida pelos componentes organicos e inorganicos da saliva (Bergman & Lind,
1966; Silverstone, 1973). A desmineralizacdo produzida pelos acidos do biofilme
afeta a area interprismatica mais do que os prismas e tende a seguir as estrias de
Retzius. Assim, lesdes iniciais de carie sdo areas de esmalte precocemente
desmineralizado devido ao aumento da porosidade produzido pelo aumento do
espaco intercristalino que pode subseqiientemente tornar-se preenchido por
material organico amorfo no centro e ao redor dos prismas (Frank,1965). A leséo
inicial de carie no esmalte pode ser revertida, ou seja, remineralizada ou
paralisada por efeito coadjuvante de fluoretos, remog¢ao do biofiime aderido e
controle da dieta. Porém, esses meios sao paciente-dependentes, isto é,
dependem exclusivamente da colaboracdo do paciente, e o compliance é
relativamente baixo (Kidd & van Amerongen, 2003).

Deste modo, a fim de introduzir uma técnica alternativa que nao
dependesse exclusivamente da colaboragao do paciente para paralisar ou impedir
a progressao destas lesdes de carie, tem sido proposta a utilizagdo de monémeros
resinosos fotopolimerizaveis de baixa viscosidade com a capacidade de infiltrar



nestas lesées subsuperficiais (Paris, 2007) e assim estabilizar mecanicamente a
estrutura fragil da lesao.

Davila et al. (1975) observaram que lesdes iniciais de carie em esmalte
podem ser infiltradas por mondémeros resinosos formando polimeros e tornando a
regidao menos suscetivel a dissolugdo acida, prevenindo a desmineralizacao. Esta
técnica de infiltracdo do material seria interessante para ser aplicada inclusive em
areas de contato oclusal, pois forma-se uma fina camada de polimero na
superficie do esmalte (11 um) com capacidade de penetrar até 60 um no interior
do esmalte.

O liquido infiltrante deve ter baixa viscosidade para poder penetrar no
interior da lesé@o e preencher parcial ou totalmente os microespacos deixados pela
desmineralizagao, tornando a lesdo acido-resistente. Entretanto, a lesdo de cérie
produzida in vivo difere da produzida in vitro pois, aquelas acontecem néo por uma
exposicao continua ao acido, mas, por exposicoes intermitentes, alternadas por
periodos de remineralizacao pela saliva (Silverstone, 1973).

Em estudo prévio, adesivos e selantes foram utilizados a fim de
promover esta infiltracdo em lesdes de carie em esmalte. Estes materiais testados
apresentavam caracteristicas como baixa viscosidade, baixo angulo de contato e
alta tensao superficial, promovendo a penetragdo do material no interior da leséao,
porém esta penetracdo apresentou um valor baixo quando comparada aos
materiais resinosos experimentais de baixa viscosidade estudados (Paris, 2007).

Desta forma, a fim de diferenciar estes materiais resinosos
experimentais desenvolvidos para a infiltracdo em lesdes de carie em esmalte dos
selantes e adesivos conhecidos, estes materiais foram intitulados como
“infiltrantes” (Paris, 2007).

Os selantes de féssulas e fissuras quando comparados aos adesivos,
nao possuem boa capacidade de penetracdo nas lesdes, formando apenas uma
barreira superficial, portanto ndo reforcando a estrutura fragilizada pela
desmineralizacao (Paris et al., 2007). Deve-se, entretanto, levar em consideracao
que os materiais que teriam maior capacidade de penetrar de maneira rapida na



estrutura da lesao devido a presenca de alto conteudo de solvente, provavelmente
nao teriam resisténcia suficiente para resistir as influéncias negativas do ambiente
bucal. Aliado a isso, alguns estudos tém demonstrado que os materiais seladores
para féssulas e fissuras sdo demasiadamente viscosos para permitir a penetracéo
no corpo da lesdo. Mesmo adesivos comerciais que possuem baixa viscosidade
tém apresentado pequena capacidade de penetracdo nas lesdes de carie e ainda
com o agravante de apresentar baixa quantidade de monémeros hidr6fobos que
determinariam as propriedades fisicas, e alta quantidade de diluentes e solventes
que aumentariam a fluidez do material e a facil degradagdo no ambiente bucal
devido a hidrofobia (Paris et al., 2007).

A maioria dos compdsitos resinosos comerciais utilizam bisfenilglicidil
dimetacrilato (BisGMA, peso molecular PM = 512.6 g mol™') como mondmero base
da matriz resinosa (Peutzfeldt, 1997). Porém, como resulta em alta viscosidade
(n=600-1000 Pa s), por possuir dois grupamentos metacrilatos na molécula, assim
como anéis aromaticos e grupamentos hidroxila, o uso de co-mondémeros
diluentes se torna necessario para permitir a incorporacdo da carga inorganica
(Dickens et al., 2003; Rueggeberg, 2002). Substitutos do BisGMA como bisfenol A
dimetacrilato etoxilato (BisEMA: PM: 540 g mol’; n=3 Pa s) e o uretano
dimetacrilato (UDMA: PM=470 g mol”) sdo encontrados em alguns produtos
comerciais a fim de diminuir a viscosidade do produto final (Ferracane, 2001).
Como diluentes, séo utilizados monémeros como o trietileno glicol dimetacrilato
(TEGDMA) assim como o HEMA (2-hidroxietil metacrilato) (Collares, 2007). O co-
monémero mais comumente utilizado € o TEGDMA, por possuir baixo PM (286.2 g
mol™”) e baixa viscosidade (n=0,05 Pa s) reduzindo a viscosidade da mistura (Atai
& Watts, 2006; Floyd & Dickens, 2006). Porém, o HEMA também pode ser
utilizado como diluente devido ao menor tamanho de sua molécula, apresentando
alto coeficiente de penetragéo, e por ser soluvel nos trés solventes mais utilizados
na composicao dos materiais resinosos - agua, etanol e acetona (Sideridou et al.,
2003).



Sendo assim, mondmeros podem ser utilizados para a formulacédo de
infiltrantes, tendo em vista as propriedades necessarias a um bom infiltrante: baixa
viscosidade, alto coeficiente de penetracdo, baixo angulo de contato, alta
capacidade de molhamento e alta resisténcia a degradacao.

Varias metodologias tém sido empregadas para avaliar o desempenho
de materiais adesivos, seladores e infiltrantes quando utilizados em odontologia.
Trabalhos laboratoriais, incluindo avaliagdo de micro infiltracdo marginal (Gillet et
al., 2002; Perry & Rueggeberg, 2003; Perez et al., 2000; Hanning & Grafe, 2004),
retencédo dos selantes e a protecao a carie dentaria (Pereira et al.,2001; Aranda &
Garcia-Godoy, 1995, Futatsuki et al., 2001; Audio-Gold, 2002; Feigal & Quelhas,
2003), testes de cisalhamento (el-Kalla & Garcia-Godoy, 1998; Perez-Lajarin et al.,
2000; Yamamoto et al., 2003), testes de tracao (Torii et al., 2002) e testes de
microtracdo, avaliacao da retencdo dos selantes através de microscopia eletrdnica
de transmissao (Tay, 2005) tém sido utilizados.

Outra técnica introduzida na odontologia desde 1987 que tem sido
utilizada para visualizar as estruturas de unido de materiais restauradores ao
substrato dentario € a microscopia confocal de varredura a laser (MCVL). Através
da incorporagdo de corantes fluorescentes (fluoréforos) aos materiais a serem
analisados como, por exemplo, primer, adesivo ou material selador, sem
necessidade de desidratacdo das amostras e portanto, com menor agregacéao de
artefatos de técnica, este tipo de andlise permite avaliar a profundidade de
penetragcdo de materiais especificos ao substrato dentario (Imazato et al., 2002)
pela visualizacdo da separagdo cromatografica da mistura de corante e material
da estrutura dentéria.

Dessa forma, torna-se importante avaliar a penetracdo de materiais
resinosos de baixa viscosidade com o objetivo de obter formulagbes mais
adequadas para a infiltracao do material na lesao inicial de carie em esmalte.



2 REVISAO DA LITERATURA

A fluoretagdo das aguas de abastecimento publico é considerada a
medida mais eficaz de prevencao contra a carie dentaria. Apresenta grande
alcance populacional, promovendo efetiva redugao na incidéncia de carie em
populagdes de diferentes niveis sécio-econdmicos, independentemente da
cooperacao e do interesse dos mesmos (Newbrun, 1988). Isso pode ser
demonstrado através de estudos em comunidades que consomem agua fluoretada
em concentracdes ideais (0,70 ppm), sem interrup¢des, chegando a apresentar
uma reducao de 50 a 60% nos niveis de carie dentaria (Cury, 1989; Cury, 1992;
Newbrun, 1988; Pereira, 1995). Paralelamente, a crescente utilizacdo de
dentifricios fluoretados e a implantacdo de programas preventivos
(conscientizacdo da populacdo em relagdo a saude bucal e énfase a educacao
para a saude) tem contribuido para a reducdo da prevaléncia de céarie no pais
(Narvai, 1996; Gushi, 2002).

O fluoreto tem o papel de interferir no desenvolvimento da carie
dentaria, atuando no controle desta pela participacao ativa durante o processo de
desmineralizacdo e remineralizacao. Se estiver presente constantemente no meio
bucal, o fluoreto diminui a velocidade de perda mineral quando ocorre episddios
de diminuigdo de pH. A agao dos fluoretos é considerada muito mais “curativa”,
terapéutica, impedindo a progressao da lesdo, do que preventiva. Tem sido
demonstrado que mais importante que a quantidade de fluoretos incorporada a
grade cristalina do esmalte durante sua formacao é a presenca deste em solugéo
aquosa na interface placa-saliva-esmalte tem funcao preponderante, atuando no
processo de des-remineralizagao (Rodrigues, 2003; Villena & Cury, 2005).

O fluoreto interfere também no crescimento e metabolismo bacterianos,
atua na cadeia glicolitica, reduzindo a producédo de acidos pelos microrganismos
bucais e interferindo na regulagem enzimatica do metabolismo dos carboidratos, o
que reduz o acumulo de polissacarideos intra e extra celulares (Maltz, 2000;
Cameron & Widmer, 2001).



Outro método eficaz utilizado nas é&reas clinica e escolar, para
prevencao da carie em criancas de diferentes niveis de risco de cérie, tem sido a
aplicagéo de selantes (Ahovuo-Saloranta et al., 2004). Entretanto, a eficacia desta
técnica no controle da carie dental é limitada.

Apesar da evidéncia da eficacia primaria, a prevaléncia do selante entre
criangas de baixa renda (que estdo em maior risco de carie dentaria) € de cerca
de 30% (Dye et al., 2007), bem abaixo do objetivo de saude para a populacdo em
2010 que seria de 50%.

Requisitos de um selante eficiente incluem: (1) baixa viscosidade,
permitindo a penetracdo em fissuras profundas e estreitas, mesmo em dentes
superiores; (2) tempo de trabalho adequado; (3) presa rapida; (4) boa e
prolongada adesao ao esmalte; (5) baixa sor¢ao e solubilidade; (6) alta resisténcia
ao desgaste; (7) irritacdo minima aos tecidos; (8) acao cariostatica (Brauer, 1978).

Estudo prévio avaliou o efeito de um sistema adesivo a base de éalcool
na microinfiltracdo e profundidade de penetracao do selante em fissuras apds
diferentes circunstancias de contaminacao de superficie. O selamento de féssulas
e fissuras frequentemente traz o risco de contaminagdo, influenciando na
efetividade do selante. Em tal situacdo, o sistema adesivo a base de alcool,
utilizado como uma camada intermedidria entre o selante e o esmalte deveria ser
utilizado por poder conduzir a evaporagdo da agua na superficie oclusal, apds a
lavagem do &cido, o que pode resultar numa melhor adaptacdo do selante. Assim,
os resultados obtidos no estudo de Hevinga et al, 2007, mostraram que a
aplicacdo de um sistema adesivo previamente ao selamento de fissuras cariadas
apds contaminacdo com agua reduziu significativamente a microinfiltracdo e
aumentou a profundidade de penetracdo do selante. A aplicagdo de um sistema
adesivo ap6s contaminagdo com saliva ou combinagao desta e do ar de secagem
nao revelaram diferencas significativas de infiltracdo, pois mesmo com a secagem
de um adesivo a base de alcool, os peptideos da saliva podem impedir adaptacéo
apropriada do selante ao esmalte preparado, porém, a profundidade de

penetracdo do selante aumentou significativamente.



Entretanto, outros estudos realizados em fissuras sadias mostraram
que o uso de um adesivo anterior ao selamento ap6és contaminacdo com saliva
reduziu significativamente a microinfiltracdo (Hebling & Feigal, 2000; Borsatto et
al., 2004). Celiberti & Lussi, 2007, compararam a profundidade de penetracao e o
nivel de microinfiltracdo de selantes aplicados em fissuras sadias com aquele em
que os selantes foram aplicados em fissuras com lesdes cariosas artificial e
natural em esmalte. Os resultados mostraram que a microinfiltracdo do selante foi
significativamente influenciada pela condicdo do esmalte (sadio, lesdo cariosa
artificial ou natural em esmalte) sendo que a lesdo natural em esmalte mostrou
maior valor de microinfiltracdo do que em esmalte sadio ou lesdo cariosa artificial
e a localizacao da lesdo de carie.

Comparado ao selamento de fissuras cariadas, o selamento de fissuras
sadias mostrou-se mais eficaz na obtencdo de selamento adequado e melhor
profundidade de penetracdo do material selador (Hevinga et al., 2007).

Varios estudos tém demonstrado que as lesdes de carie artificial podem
ser penetradas pelo menos parcialmente, com adesivos e selantes de fissuras
comercialmente disponiveis (Davila et al., 1975; Rodda, 1983; Gray & Shellis,
2002; Schmidlin et al., 2004; Meyer-Lueckel et al., 2006), o que resulta na redugéo
da progressao da lesdo em ambiente cariogénico (Davila et al.,1975; Robinson et
al., 1976, 2001; Goepferd & Olberding, 1989; Donly & Ruiz, 1992; Paris et al.,
2006). Porém, como uma tentativa de interceptar a lesdo, Meyer-Lueckel & Paris,
2008, observaram que mesmo o adesivo que apresentou uma boa capacidade de
penetracdo dentro do corpo da lesdo (Excite® - Vivadent) ainda apresentou menor
valor de penetracao quando comparado a infiltrantes experimentais.

Sendo assim, outros materiais que tem sido desenvolvidos
recentemente com o propdsito de penetrar e paralisar a progressao da lesao de
carie sdo as resinas fotopolimerizaveis de baixa viscosidade, denominadas
“infiltrantes” (Paris et al.; 2007).

Em contraste com o selamento, onde uma camada superficial do

material € aplicada, a infiltracdo de resina de baixa viscosidade visa estabelecer



uma barreira de difusdo dentro do corpo da lesdo de cérie. Isso pode ter varias
vantagens, como a facilidade de aplicacdo e a protecdo as margens do selante.
No entanto, a praticidade superior e eficacia clinica do tratamento de infiltracdo
ainda precisam ser demonstradas; portanto, ensaios clinicos controlados foram
iniciados tanto em lesGes artificiais como em naturais. (Meyer-Lueckel e Paris,
2008).

Ha grandes diferencas estruturais entre os tipos de lesdo de carie em
esmalte, in vitro e in vivo, apresentando-se principalmente na camada superficial.
Devido a alternancia de ciclos de des-remineralizagdo na cavidade oral, as
camadas superficiais de lesdes naturais, obviamente, sdo heterogéneas e podem
apresentar maior teor de minerais em relacao as lesdes artificiais. Para a camada
superficial das lesbes artificiais de esmalte, espessura média de 15-30 um
(Silverstone, 1968; Kielbassa et al,, 2005) e teor de minerais de 63-76% vol
(Kielbassa et al., 2005) tém sido relatados. Em contrapartida, nas lesdes in vivo,
uma espessura média de 40 um e conteudo mineral de 83% foram observados na
camada superficial (Bergman & Lind, 1966). Dessa maneira, ndo é aplicavel a
transferéncia de resultados obtidos em lesdo artificiais e naturais (Meyer-Lueckel
& Paris, 2008).

Além disso, lesdes naturais diferem de lesdes artificiais ndo s6 com
relagdo a espessura e porosidade da camada superficial, mas também sobre a
histologia do corpo da lesao (Meyer-Lueckel & Paris, 2008).

Durante o desenvolvimento das lesdes iniciais de carie natural em
esmalte, pode-se observar em microscopia de luz polarizada a presencga de quatro
zonas histoldgicas tipicas: 1- Zona superficial: camada relativamente intacta (20 a
50 um de espessura), de aspecto normal, com perda mineral de aproximadamente
1%; clinicamente a superficie aparece inalterada; 2- corpo da lesdo: é a zona mais
ampla e com maior indice de desmineralizacao; regido que apresenta a maior
porcentagem de volume de poros, chegando a apresentar perdas de mineral de
até 50%; 3- Zona escura: a qual é passivel de visualizacdo quando o meio de
embebi¢cdo é a quinolina, observando-se nesta regido, gradual diminuigcdo das



perdas minerais; 4- Zona translicida: sua presenca ndo é comum em todas as
lesbes, sendo a perda mineral nesta camada de 1%, representa a frente de
avango da lesédo de cérie, sua espessura varia de 5 a 100 um. Apesar de possuir
uma superficie relativamente intacta, as lesdes iniciais de carie em esmalte
possuem a superficie 10 a 50 vezes mais porosas que o0 esmalte sadio
(Silverstone, 1973; Fejerskov & Kidd, 2003).

O diédmetro dos poros dentro das lesbes ndo é comparavel nas
diferentes zonas da lesdo (Silverstone, 1973). Assim, a velocidade de penetracédo
pode variar em diferentes profundidades de lesdo. Portanto, uma correlacao linear
entre o coeficiente de penetracao (CP) e a profundidade de penetracao em lesdes
artificiais ou naturais subsuperficiais ndo é susceptivel de ser encontrado. No
entanto, o CP pode fornecer uma indicagdo para a agado capilar, induzindo a
penetracao da resina nas lesoes.

A infiltracdo das lesdes do esmalte € impulsionada principalmente pelas
forcas capilares. Consequientemente, ambos o volume de poros e o raio capilar do
sélido a ser penetrado sofrem forte influéncia da infiltragcdo de resina. Portanto, a
camada superficial pode dificultar a penetracédo da resina por causa de seu volume
de poros relativamente baixo. Nestes casos, o condicionamento acido pode
perfurar ou até mesmo remover a camada superficial e, assim, aumentar
infiltragéo da resina no corpo da lesdo (Meyer-Lueckel & Paris, 2007).

No uso de materiais adesivos no esmalte dentario, o condicionamento
acido da superficie é imprescindivel para a criagdo de uma superficie porosa
produzida pela desmineralizacdo para que 0s mondmeros possam permear 0S
poros e formar prolongamentos resinosos e 0 embricamento micromecéanico da
restauracdo com a estrutura do esmalte. Remocdo de partes da camada de
superficie por ataque acido tem sido considerada uma opcao para aumentar a
porosidade da superficie a fim de tornar a base do corpo da lesdo acessivel para
ions minerais (Hicks & Silverstone, 1984; Larsen & Pearce, 1992).



De acordo com Gray & Shellis, 2002, em lesdes artificiais, o
condicionamento &cido dessa superficie com &cido fosférico a 37% aumentou a
penetragédo da resina.

No entanto, estudos mostraram que uma mesma profundidade de
infiltracdo ndo pode ser alcancada em carie natural, utilizando os protocolos de
tratamento idéntico ao de lesdes artificiais, devido as diferencas estruturais entre
lesbes artificiais e naturais ja citadas anteriormente (Meyer-Lueckel & Paris, 2007).

A camada de superficie da carie em esmalte também pode ser
eliminada mecanicamente, por exemplo, por meio de broca diamantada, polimento
ou tira de lixa (Croll, 1986). No entanto, esse procedimento pode ocluir os poros
da lesdo com uma camada de esfregaco (smear layer) e o grau de reducao da
superficie seria de dificil controle, especialmente no espaco proximal (Meyer-
Lueckel & Paris, 2007). J& com ataque &cido, a reducdo da camada superficial
pode ser controlada.

Meyer-Lueckel et al., 2007, avaliaram o efeito do ataque acido de um
gel de &cido fosforico a 37% comercialmente disponivel e dois géis de &cido
cloridrico experimentais, de 5 e 15%. O acido fosférico tem sido amplamente
utilizado em concentragées de 30-40% para o condicionamento do esmalte e
dentina em odontologia. Estudos anteriores mostraram redugdo da camada
superficial do esmalte anterior a infiltracdo com resinas artificiais nas lesdes (Gray
& Shellis, 2002; Meyer-Lueckel et al., 2006; Paris et al., 2006), e para fins de
"selamento" de lesbes naturais de esmalte (Martignoni et al., 2006), apds o
condicionamento com acido fosférico a 37%.

O acido cloridrico tem sido aplicado em odontologia estética para
remover alteracées de cor ou manchamentos superficiais, por microabrasao do
esmalte em concentracbes semelhantes as do estudo de Meyer-Lueckel, 2007.
(McCloskey, 1984; Croll & Cavanaugh, 1986; Mathewson et al., 1987).

Os resultados obtidos por Meyer-Lueckel, 2007, revelaram que o gel de
acido fosforico a 37% nao € adequado para remover a camada superficial de

lesbes naturais quando aplicado por 30-120 segundos, em contraste com
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tratamento com o gel de &cido cloridrico a 15% por 90-120 segundos que levou a
uma quase completa remog¢éao da camada superficial e, portanto, parece ser mais
adequado para o pré-tratamento das lesdes naturais de esmalte antes da
infiltragdo de resina. Entretanto, como descrito anteriormente, o condicionamento
da camada superficial realizado com &cido fosférico a 37% mostrou ser mais
adequado para preparar les6es artificiais para a infiltracdo com resina de baixa
viscosidade do que o condicionamento com acido cloridrico a 15% (Gray & Shellis,
2002). Além disso, pode-se ressaltar que a remogéao da camada superficial pode
enfraquecer a estrutura da lesdo (Meyer-Lueckel & Paris, 2007). Os valores da
erosdao da superficie ap6s o condicionamento com acido fosférico observados
neste estudo estdo em conformidade com outros reportados anteriormente, onde o
esmalte sadio (Hermsen & Vrijhoef, 1993) ou lesbes artificiais (Hicks et al.,, 1984)
foram condicionadas.

A remocao ou perfuragdo da camada superficial foi vista ser essencial
para uma boa infiltracdo do material no corpo da lesdo. No entanto, mesmo com
este método de condicionamento, o adesivo Excite (lvoclarVivadent, Schaan,
Liechtenstein) penetrou em média, apenas 58 um em lesdes naturais (Paris et al.,
2007), mostrando que este material ndo € adequado para a infiltracao.

Para melhorar a capacidade de penetracédo da resina, foram avaliadas
diversas misturas monoméricas que diz respeito ao seu coeficiente de penetracédo
(CP) (Paris et al., 2007). Um estudo recente investigou a influéncia do coeficiente
de penetragdo (CP; equacdo 1) de resinas experimentais de baixa viscosidade
fotopolimerizaveis e o tempo de aplicacao na profundidade de penetragéo (Paris et
al., 2007). O coeficiente de penetracdo faz parte da equagdo de Washburn
(equacédo 2), que descreve a penetracado de liquidos (resinas fotopolimerizaveis)
em poros solidos (lesdes de esmalte) conduzido por forcas capilares (Fan et al.,
1975; Buckton, 1995). A boa correlacédo entre a profundidade de penetragao e a
raiz quadrada do produto do CP e o tempo de aplicagdo pode ser mostrada
(equacao 3) (Meyer-Lueckel & Paris, 2008). A equacdo de Washburn € descrita
pelas férmulas:
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Onde d = distancia movida pela resina liquida; 6 = angulo de contato da
resina liquida (com o esmalte); y = tensao superficial da resina liquida (com o ar);
n = viscosidade dinamica da resina liquida; t = tempo de penetracao; r = raio de
capilaridade (poro).

Assim, Paris et al, 2007, concluiram em seu estudo que as resinas com
maiores CPs penetraram lesfes artificiais de esmalte significativamente mais
rapido em comparacdo com um adesivo comercialmente disponivel ou com
misturas apresentando CPs menores. Além disso, Meyer-Lueckel & Paris, 2008,
observaram que a profundidade de penetracdo esteve também fortemente
correlacionada com a capacidade de um material em dificultar a progressdo da
lesdo. Em particular, a utilizacdo de misturas monoméricas com CPs>200 cm/seg
(infiltrantes) parece ser preferivel para a infiltragdo de carie, como sugerido a partir
destes estudos de lesdes artificiais (Meyer-Lueckel & Paris, 2008).

O mondmero mais comumente utilizado como base da matriz resinosa
de compésitos € o BisGMA (bisfenol A diglicidil metacrilato) (Fig. 1), por possuir
alto médulo e temperatura de transicao vitrea, baixa volatilidade, e contracao de
polimerizacao relativamente baixa. O BisGMA é altamente viscoso quando nao
polimerizado e devido ao seu alto peso molecular, promove baixa contracdo de
polimerizacao e rapido endurecimento, e o polimero resultante é caracterizado por
qualidades mecanicas superiores (Peultzfeldt, 1997). No entanto, a viscosidade
extremamente alta do BisGMA requer a diluicdo com um mondmero de baixa
viscosidade para se obter uma melhor manipulagdo, uma maior capacidade de se
agregar carga e uma maior extensédo de polimerizagdo. Os dois anéis aromaticos

volumosos no espagador também tornam esse monémero bastante rigido. Essa
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propriedade tem um efeito negativo na taxa de conversdo, uma vez que grupos
metacrilatos terdo dificuldade em se unir a outro grupo metacrilato. O BisGMA
também & capaz de promover forte ligacao de hidrogénio através do seu grupo
hidroxil. Sua estrutura rigida favorece as ligagdes intermoleculares mais que as
interacdes intramoleculares (Lemon et al., 2007) e também restringe a mobilidade,
a qual é funcao de seu alto peso molecular (Dickens et a.l; 2003; Sideridou et al.;
2002). Sendo assim, monémeros de baixo peso molecular sdo requeridos para
nao comprometer a polimerizacdo. Substitutos do BisGMA como bisfenol A
dimetacrilato etoxilato (BisEMA: PM: 540 g mol”; n=3 Pa s) (Fig. 1) e o uretano
dimetacrilato (UDMA: PM=470 g mol™) (Fig. 1) sdo encontrados em alguns
produtos comerciais a fim de diminuir a viscosidade do produto final (Ferracane,
2001).

O BisEMA é um monémero que possui a estrutura similar a do BisGMA,
exceto pelo fato de que os grupos hidroxil ndo estao presentes, sendo assim, seus
valores de viscosidade sdo menores com relacdo ao BisGMA, evidenciando a
importancia da ligacao de hidrogénio em determinar a viscosidade (BisEMA: n=3
Pa s; BisGMA: n=600=1000 Pa s) (Gongalves et al., 2009).

Outro monbémero frequentemente usado como matriz para o0s
compésitos € o UDMA, que também possui baixa viscosidade e é friavel
(Soderpolin, Mariotti, 1999). Ele tem sido utilizado sozinho ou em combina¢ao com
outros mondémeros tais como BisGMA e TEGDMA (Floyd et al.; 2006; Khatri et al.,
2003). Resultados de estudos in vitro indicam que compdsitos a base de UDMA
tem propriedades mecéanicas melhoradas comparado com compdsitos a base de
BisGMA. Além disso, ha indicacées de que os maiores graus de conversdo sao
obtidos com UDMA quando comparado as misturas de BisGMA:TEGDMA (Gaurav
Vasudeva, 2009). As vantagens de UDMA s&o: menor viscosidade, quando
comparado ao BisGMA e a presenca de ligagbes uretano altamente flexiveis, as
quais podem melhorar a rigidez de compdsitos a base deste monbémero
(Asmussen et al., 1998; Stansbury et al.,, 2001). A molécula de UDMA, com seu

nucleo alifatico flexivel e duas liga¢cdes de uretano, é também capaz de formar
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pontes de hidrogénio, é menor em tamanho e portanto, tem uma maior
concentracao de duplas ligacdes (Barszczewska-Rybarek, 2009).

TEGDMA (Fig. 1) (trietileno glicol dimetacrilato) ou HEMA (Fig. 1) (2-
hidroxietil metacrilato) sdo utilizados como monémeros diluentes (Labella & Davy,
1998).

O TEGDMA possui 0 menor tamanho e a maior concentracédo de duplas
ligagdes. Assim, ele deve exibir a maior densidade de ligagdo cruzada e ser capaz
de formar as redes mais firmes (Barszczewska-Rybarek, 2009). Por ser um
mondémero de menor peso molecular (baixa viscosidade), ele reduz a viscosidade
do BisGMA, quando misturados, aumenta a ligacdo cruzada e a dureza do
material (Soderpolin, 1999). O HEMA néo polimerizado apresenta-se como fluido
que é bem soluvel em agua, etanol e/ou acetona (Pashley et al., 1998). Possui
caracteristica hidrofila e é frequentemente aderido aos adesivos, ndo apenas para
assegurar o bom molhamento, mas também por causa de sua natureza como
solvente (Van Landuyt et al., 2005) . Além disso, 0 HEMA possui papel de diluente
devido ao menor tamanho de sua molécula e promove a infiltracdo da resina ao

substrato devido a sua condicao hidréfila (Collares et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura quimica dos monémeros BisEMA, TEGDMA, UDMA e HEMA.

Como relatado por Paris et al, 2007, os materiais resinosos
experimentais obtiveram maiores valores de CP a partir de mistura com elevados
teores de HEMA, TEGDMA e etanol. Isto € importante devido a menor viscosidade
e angulos de contato produzidos pelos componentes da mistura. Em contraste, a
incorporacao de BisGMA e UDMA aumentaram a viscosidade e diminuiram o CP
do material. Portanto, o baixo angulo de contato e a baixa viscosidade parecem
ser fatores de promocao do potencial dos agentes infiltrantes, bem como o tipo de

monomero utilizado.

15



No entanto, apesar do alto CP, as resinas compostas contendo altas
parcelas de HEMA e etanol mostraram polimerizagdo imperfeita.
Consequentemente, a quantidade de HEMA no potencial de infiltragdo de resinas
compostas é limitada. Resinas a base de TEGDMA contendo 10% ou 20% de
etanol apresentaram alto CP e polimerizacao satisfatoria. Assim, estas misturas de
resina podem ser promissoras para a rapida penetracao do material no corpo da
lesdo de cérie em esmalte (Paris et al., 2007).

Entretanto, é provavel que a profundidade de penetracao por si s6 nao
seja o unico fator preditor para a progressdo das lesbes infiltradas em um
ambiente desmineralizante. Outras caracteristicas como a estabilidade a hidrélise
ou homogeneidade da infiltracdo da resina podem influenciar a impermeabilidade
da camada de resina e, portanto, a resisténcia das lesdes seladas a ataques
cariogénicos (Meyer-Lueckel & Paris, 2008).

Por outro lado, heterogeneidades tém sido relatadas previamente (Paris
et al., 2006) e podem ser causadas pela contracdo de polimerizacao, evaporacao
incompleta de solvente, ou inibicdo de oxigénio. Estudos anteriores mostraram
que a aplicacao repetida de resina pode reduzir estas porosidades e, portanto,
diminuir ainda mais a progressao da lesdo (Robinson et al.,, 2001; Mueller et al.,
2006).

Paris & Meyer-Lueckel, 2010, concluiram em um estudo prévio, que
resinas de baixa viscosidade (infiltrantes) principalmente a base de TEGDMA
apresentando um coeficiente de penetracdo relativamente alto (>200 cm/seg)
foram capazes de inibir quase que completamente a progressao de lesdes de
carie naturais em esmalte em um meio desmineralizante.

Além disso, Meyer-Lueckel et al., 2006, avaliaram a influéncia do tempo
de aplicacdo na penetracdo dos adesivos Heliobond, Resulcin Monobond, Excite,
Solobond M e Adper Prompt L Pop, assim como no selante Helioseal, comparando
tempos de aplicacdo de 15s e 30s, concluindo que o tempo de aplicacao de 30
segundos deve ser usado para otimizar o selamento da lesdo resultando em

profundidades de penetracdo maiores e camadas resinosas mais compactas.
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Entretanto, Meyer-Lueckel & Paris (2008, 2010) utilizaram tempos de aplicagao de
1 min e 5 min dos materiais na superficie da lesdo de carie artificial em esmalte,
adquirindo profundidade de penetragédo relevante do material. Sendo assim, esta
diminuicdo do tempo (30 s) de aplicagdo favorece o menor tempo clinico
mostrando a mesma eficacia da profundidade de penetracdo dos materiais nas
lesdes iniciais de carie.

Paris et al, 2007, compararam varios produtos disponiveis
comercialmente como selante (Helioseal) e adesivos (Adper Prompt L Pop, Excite,
Heliobond, Resulcin Monobond, Solobond M), e 66 resinas experimentais
contendo dois dos monbémeros BisGMA, UDMA, TEGDMA e HEMA em
proporgdes de peso variaveis cada, tanto quanto o etanol (0%, 10% e 20%). Como
resultados, eles obtiveram que os produtos comercialmente disponiveis contendo
solventes como acetona (Solobond M), etanol (Excite), e agua (Adper Prompt L
Pop) mostraram menor tensdo superficial e viscosidades comparado com o0s
materiais sem solvente. Os materiais contendo solventes também mostraram os
maiores coeficientes de penetracdo. Para os materiais resinosos experimentais, 0s
resultados mostraram que as maiores diferencas entre as resinas foram
encontradas em relacao a viscosidade.

Cinco resinas experimentais contendo altas quantidades de BisGMA ou
UDMA apresentaram-se muito viscosas para serem medidas com dispositivos
disponiveis. A adicdo de etanol diminuiu a viscosidade, tenséo superficial e angulo
de contato de todas as combinacdes, levando ao aumento do CP para todas as
combinacdées de monémeros. O maior CP foi encontrado para os compdsitos
contendo TEGDMA, HEMA e 20% de etanol. Os compdsitos contendo altas
quantidades de HEMA e etanol ndo polimerizaram suficientemente, produzindo
materiais liquidos ou borrachéides (Paris et al., 2007).

Ap0és terem sido realizados varios estudos analisando a composi¢éao de
resinas de baixa viscosidade experimentais, recentemente, foi langado no
mercado, o infiltrante Icon (DMG; Hamburg, Germany), com o objetivo de penetrar

nas lesdes iniciais de cérie em esmalte em superficies livres e interproximais.
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Paris et al., 2010, concluiram em seu estudo in situ, que a infiltragdo de carie
incipiente utilizando este material (Ilcon, DMG; Hamburg, Germany), € um método
eficaz de inibir a posterior desmineralizacdo das superficies designadas para o
tratamento, sob condicbes altamente cariogénicas. Entretanto, mais estudos que
mostrem a eficacia destes materiais infiltrantes em lesbes iniciais de carie em
esmalte de superficie oclusal sdo necessarios.

Frente aos varios tipos de materiais seladores disponiveis no mercado,
atualmente, pesquisas tém sido realizadas a fim de avaliar a resisténcia de unido
destes materiais na estrutura dentaria. Trabalhos laboratoriais, incluindo avaliacéo
de micro infiltracdo marginal (Gillet et al., 2002; Perry & Rueggeberg, 2003; Perez
et al., 2003; Hanning & Grafe, 2004), retencao dos selantes e a protecao a carie
dentaria (Pereira et al., 2001; Aranda & Garcia-Godoy, 1995, Futatsuki et al., 2001;
Audio-Gold, 2002; Feigal & Quelhas, 2003), mensuragdo da resisténcia de unido
do material selador a superficie do esmalte através de testes de cisalhamento (el-
Kalla & Garcia-Godoy, 1998; Perez-Lajarin et al., 2000; Yamamoto et al., 2003),
testes de tracao (Torii et al., 2002) e testes de microtragao, avaliacdo da retencao
dos selantes através de microscopia eletrdnica de transmissao (Tay, 2004) tém
sido utilizados.

Entretanto, outra técnica introduzida na Odontologia desde 1987 que
tem sido utilizada para visualizar as estruturas de unido de materiais restauradores
ao substrato dentario € a microscopia confocal de varredura a laser (MCVL).
Através da incorporacdo de corantes fluorescentes aos materiais a serem
analisados como, por exemplo, primer, adesivo, material selador e infiltrantes, as
amostras, sem necessidade de desidratacdo, sao visualizadas neste tipo de
microscopia que permite avaliar a profundidade de penetracdo de cada material
especifico ao substrato dentario (Imazato et al, 2002) pela visualizagdo da
separacdo cromatogréfica da mistura de corante ao material durante a penetracao.

De acordo com a literatura, algumas técnicas de incorporagdo de
corantes fluorescentes aos materiais sdo consideradas tais como a técnica de

pigmentacao direta, técnica de pigmentacao indireta (Paris et al., 2009), Resina
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de Spurr (Spurr, 1969) e utilizagcdo de apenas um fluoréforo (Meyer-Lueckel,
2008).

Através da técnica de pigmentagdo direta, o material infiltrante &
impregnado com o fluor6foro vermelho isotiocianato de rodamina B a 0,1% (RITC
B 0,1%, Sigma Aldrich, Alemanha) anterior a infiltracdo, ou seja, esta mistura é
realizada antes da aplicacdo do material no substrato dentario. Em contraste, a
técnica de pigmentacao indireta ocorre pela impregnagao do fluoréforo vermelho
isotiocianato de rodamina B a 0,1% ao corpo da leséo, primeiramente, ou seja, 0s
espécimes sdo armazenados em solugdo etandlica de RITC B 0,1% por 12 h.
Subsequentemente, os espécimes sao secos usando ar comprimido por 10 s e o
infiltrante puro € aplicado sobre a superficie da lesdo. A fim de remover o
fluoréforo vermelho que nédo foi aderido pelo infilirante, os espécimes séo
armazenados em solucao de peréxido de hidrogénio por 12 h a 37°C, seguido de
lavagem com agua por 60 s. Em ambas as técnicas, apds o preparo dos
espécimes com o fluoroforo vermelho RITC B 0,1%, estes s&o imersos em solu¢ao
etandlica a 50% de sal de fluoresceina de sédio 100 uM (NaFl 100 pM, Sigma
Aldrich, Alemanha), por 3 min, seguido de lavagem com agua deionizada por 10 s,
para posterior visualizagdo em Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL,
Leica TCS NT; Leica) através do modo de fluorescéncia dual (DF), onde ambas as
fluorescéncias de RITC B 0,1% e NaFl 100 uM sao detectadas simultaneamente
(Paris et al., 2009).

Em um estudo realizado por Meyer-Lueckel & Paris, 2008, eles
utilizaram apenas um tipo de fluoréforo (sal de fluoresceina de sodio 100 pM,
NaFl, Sigma Aldrich) para a impregnacao do corante no corpo da lesédo, deixando
0s espécimes imersos em solucdo etandlica 50% contendo fluoresceina de sddio
100 pM, por 10 min, seguido de lavagem em &agua deionizada por 3 min, e
posterior visualizacdo em MCVL, através do modo de fluorescéncia.

A Resina de Spurr é um tipo de resina epdxi de baixa viscosidade que
também pode ser utilizada para a andlise em MCVL. Em estudos anteriores, 0s
espécimes foram preparados, os quais a aplicacdo dos materiais a serem
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estudados foi feita anterior a utilizacdo da resina de Spurr. Posteriormente, a
resina de Spurr foi impregnada com o RITC B 0.1%, colocada sobre os espécimes
e deixada em autoclave a 70°C por 8h para sua polimerizacdo. Sob esta pressao,
a resina de baixa viscosidade (Spurr) penetra dentro dos poros remanescentes da
leséo a fim de se obter sua imagem em MCVL (Meyer-Lueckel et al., 2006).

Em estudo prévio realizado, Paris et al, 2009, compararam a
efetividade das técnicas de manchamento direta e indireta, concluindo que a
técnica indireta foi mais confiavel e precisa do que a direta. Entretanto, em todas
as técnicas utilizadas, foi possivel visualizar a penetracao dos materiais dentro do
corpo da lesdo, para posterior analise da profundidade de penetracao em MCVL.
Dessa forma, o critério de selecdo da técnica deve ser feito de acordo com
estudos pilotos que mostrem a validacdo da técnica selecionada, dentro das
limitacOes de cada estudo, sendo que o seccionamento e armazenamento dos
espécimes, em todas as técnicas que utilizam a rodamina B, deve ser feito em
Oleo vegetal, pois estudos prévios demonstraram que a lixiviagdo da rodamina B
impregnada em um adesivo comercial (Adper Single Bond, 3M ESPE), que
contem os mon6meros BisGMA e HEMA, e os solventes agua e etanol, foi quase
indetectavel ap6s uma semana de armazenamento em Oleo vegetal (0,004%),
quando comparado com o0 armazenamento em agua destilada (1,77%) ou em
etanol (49%) (D’Alpino et al., 2006).
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar pela Microscopia
Confocal de Varredura a Laser, a penetracdo de materiais resinosos

experimentais em les@es artificiais subsuperficiais de carie em esmalte (LASCE).

A hipbtese testada nesse experimento € de que diferente monémero de
base (TEGDMA) e co-mondmeros (BisEMA, UDMA) associados ao diluente HEMA
e ao solvente etanol, em varias concentragdes, produzem diferentes graus de

penetracdo nas lesdes iniciais de carie em esmalte oclusal.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Selecao e preparo dos dentes

Cinquenta e cinco terceiros molares inclusos foram selecionados (Figura 2
A) ap6s o consentimento e doacgao pelos pacientes e a aprovagao do Comité de
Etica em Pesquisa, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP,
protocolo n® 046/2006. Os dentes foram armazenados em soluc¢do de timol 0,5%,
logo apds a extracdo, até o momento do processamento, por um periodo maximo
de 2 meses.

As faces oclusais dos dentes foram limpas com escovas Robinson e pasta
profilatica (pedra pomes e agua) utilizando micromotor em baixa rotacao (Figura 2
B). Posteriormente, as coroas foram seccionadas 1 mm além da jungdo cemento-
esmalte, com disco diamantado de dupla face (Extec, Enfield, CT, USA) numa
cortadeira metalografica Isomet 1000 (Figura 2 C), a velocidade de 300 rpm, sob
irrigacdo de agua, para obtencdo dos fragmentos coronarios. Os dentes foram
fixados em placa de acrilico com cera pegajosa para o corte e descarte das raizes,
de forma que a jungdo cemento-esmalte ficasse perpendicular a placa acrilica. Os
fragmentos coronarios foram recobertos por 2 camadas de verniz &cido resistente
(esmalte vermelho Colorama® Sao Paulo, Brasil), deixando uma janela de
exposicao de 5X5 mm na face oclusal (Figura 2 D), para posterior producao das
lesbes artificiais, subsuperficiais de carie no esmalte.

Os fragmentos coronarios foram divididos em 2 grupos controle (positivo e
negativo) e 9 grupos experimentais (n=5), :

Grupo Controle Positivo (dente higido)
Grupo Controle Negativo (dente cariado)
Grupo 1: 100% TEGDMA

Grupo 2: 80% TEGDMA + 20% etanol

Grupo 3: 80% TEGDMA + 20% HEMA
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Grupo 4: 25% UDMA + 75% TEGDMA

Grupo 5: 20% UDMA + 60% TEGDMA + 20% etanol
Grupo 6: 20% UDMA + 60% TEGDMA + 20% HEMA
Grupo 7: 25% BISEMA + 75% TEGDMA

Grupo 8: 20% BISEMA + 60% TEGDMA + 20% alcool
Grupo 9: 20% BISEMA + 60% TEGDMA + 20% HEMA

O sistema de fotoiniciagao foi composto por 0,5% de Canforoquinona, 1% amina e
0,1% BHT foi utilizado.

Figura 2. (A) Selegédo dos dentes; (B) Profilaxia com escova Robinson e pasta profilatica; (C) Corte  da
raizes para obtengéo de fragmentos coronérios; (D) Fragmentos corondrios cobertos com duas camadas de

verniz acido resistente.
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4.2 Producao das lesGes artificiais sub-superficiais de carie em
esmalte e obtencao das seccoes do grupo controle negativo

Lesbes artificiais sub-superficiais de carie em esmalte (LASCE) foram
produzidas na superficie oclusal de esmalte sadio dos fragmentos coronarios de
todos os grupos, exceto para o grupo controle positivo (dente higido). Como
descrito anteriormente, as amostras foram recobertas por 2 camadas de verniz
acido resistente (esmalte vermelho Colorama®), deixando uma janela de
exposicado de 5 X 5 mm na face oclusal. A desmineralizagdo ocorreu nesta regiao
(janela exposta) através do contato entre superficie do esmalte/solucao de carie.

Para produzir a LASCE por este modelo, cada fragmento coronario foi
mantido individualmente em 50 mL (2,0 mL/mm? de esmalte exposto) de solugéo
tampao acetato 0,05 M, pH 5,0, 50% saturada em relacéo a hidroxiapatita, durante
10 h a 37°C (Paes Leme et al., 2003). O periodo de exposi¢ao foi determinado em
estudo piloto com a analise de microscopia de luz polarizada que evidenciou, no
esmalte dentario estudado, a presenca de LASCE. A concentracdo de célcio na
solucao foi de 66,3 ug/ mL, sendo determinada pela espectrometria de absorcao
atdmica com chama em espectrofotbmetro modelo 506 (Perkin Elmer). A
concentracdo de fésforo foi de aproximadamente 32 ug/mL sendo determinada
pelo método colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925) em espectrofotdmetro
modelo 800M (Analyser) ajustado a 660 nm.

Ap6s a produgdo da LASCE na superficie oclusal, os fragmentos
coronarios do grupo controle negativo (dente cariado) foram seccionados
longitudinalmente no sentido ocluso-cervical com intervalos de corte de 0.5 mm,
em cortadeira Isomet 1000, a velocidade de 150 rpm, seguido de polimento com
lixas abrasivas de granulacdo 600, 1200 e 2000, sob irrigagdo com agua, para
obtencado de seccbes com espessura média de 100 um, posteriormente polidas
com pasta diamantada, e deixadas por 10 min em ultrassom com agua deionizada
para a remocao de residuos. Este procedimento foi realizado para posterior
visualizacdo da LASCE em microscopia de luz polarizada
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4.3 Confeccao dos espécimes

Os fragmentos coronarios dos grupos 1 a 9 (esmalte cariado infiltrado)
foram condicionados com &acido fosforico a 37% (Magic acid 37% - Vigodent)
(Figura 3 A) por 60 s, seguido de lavagem e secagem por 15 s (Meyer-Lueckel,
2007). Em seguida, o material resinoso experimental impregnado com
isotiocianato de rodamina B a 0,1% (RITC 0,1%; Sigma Aldrich, Alemanha) foi
aplicado sobre a superficie oclusal do fragmento coronario com o auxilio de
microbrush (Figura 3 B), e deixado por 60s para a penetracdo do material, com
secagem de 15 s, para remoc¢ao do solvente, e entéo fotoativado por 40 s com luz
emitida por lampada halégena com irradiancia de 470 mW/cm? (Elipar Tri-Light -
ESPE America Co., Seefeld 82229, Germany) (Figura 3 C).

A

B

Figura 3. (A) Acido fosférico a 37%; (B) Aplicacdo do material impregnado com RITC 0,1%, com auxilio de
microbrush; (C) Fotoativacao do material.
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Posteriormente, os fragmentos corondrios foram fixados com cera
pegajosa em placas de acrilico e seccoes de 0,5 mm de espessura foram
confeccionadas a partir do fragmento coronario no sentido ocluso-cervical (Figura
4 A). As seccoes foram obtidas utilizando-se disco diamantado (Extec, Enfield, CT,
USA) montado em cortadeira metalografica (Isomet 1000, Buehler UK Ltd), a
velocidade de 250 rpm. As secgbes obtidas foram fixadas com cera pegajosa em
placa de acrilico (Figura 4 B), e polidas com lixas de granulagao 600, 1200 e 2000,
sob lubrificacao em éleo, a fim de prevenir a dissolucao do corante (Oliveira et al.,
2010) (Figura 4 C).

Para visualizar as estruturas porosas (partes da lesdo nao infiltradas) os
espécimes foram imersos em solucao etandlica a 50% de sal de fluoresceina de
sédio a 100 pM (verde) (NaFl; Sigma Aldrich) por 3 min (Figura 4 D).
Subsequientemente, os espécimes foram lavados em agua deionizada por 10 s
(Paris et al; 2009).

Figura 4. (A) Corte das secgdes; (B) Secgao fixada em placa de acrilico; (C) Polimento da secgéo;
(D) Solugao etanolica a 50% de sal de fluoresceina de sédio a 100 uM (NaFl; Sigma Aldrich).
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4.4 Analise da profundidade de lesao artificial sub-superficial de carie em
esmalte em Microscopia de Luz Polarizada

A profundidade de LASCE do grupo controle negativo (dente cariado)
foi obtida através da analise das sec¢cdes em microscopia de luz polarizada (Luz
Polarizada, LEICA, DMLP) (Figura 5), a qual foi mensurada linearmente (um) do
inicio ao final da lesdo em esmalte em trés pontos equidistantes de 300 um na
regiao de fissura da lesao (Figura 6 A). O célculo foi realizado através do Microsoft
Excel (Microsoft Office Excel 2007) obtendo-se a média geral de profundidade da
lesdo de 228 pm.

Figura 5. Microscépio de luz polarizada.
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Figura 6. (A) Imagem das medidas realizadas em Microscopia de luz polarizada.

4.5 Analise da profundidade de penetracao e adaptacao a superficie do
esmalte em MCVL

A profundidade de penetragdo do material na leso inicial subsuperficial
de carie foi obtida através da analise da intensidade de fluorescéncia, dada pelo
programa LAS AF Lite (MCVL; Leica TCS — SP5), demarcando ambas as
coloragdes vermelha (infiltrante impregnado com RITC 0,1%) e verde (carie
impregnada com NaFl 100 uM), simultaneamente, por meio de MCVL (Figura 7),
resultando numa coloragdo amarela (sobreposicdo das imagens). Para assegurar
que a coloragdo verde indicou a presenca de carie, e a coloragdo vermelha, o
material infiltrado, um estudo piloto foi realizado a fim de padronizar as imagens
adquiridas posteriormente. Sendo assim, um grupo cariado foi deixado em solucao
etandlica de NaFl 100 uM, por 3 minutos, lavado por 10 s com agua deionizada, e
em seguida, visualizados em MCVL (Figura 8 A). Outro grupo cariado foi infiltrado
apenas com o material resinoso experimental impregnado com RITC B 0,1%,
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seguindo todos os passos de preparo da amostra, e levado em MCVL para
posterior visualizagao (Figura 8 B).

Figura 7. Microscépio confocal de varredura a laser.
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Figura 8. (A) Dente cariado impregnado com NaFl 100 uM; (B) Dente cariado infiltrado com material

experimental impregnado com RITC 0,1%.

A coloracdo amarela indicou que o material infiltrante penetrou nos
poros da lesédo de carie (Figura 9). Esta informacao foi obtida através da aquisicéo
sequencial (between lines) feita pelo programa LAS AF Lite (MCVL; Leica TCS —
SP5) durante o processamento das imagens.

Inicialmente, para a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia da
carie (coloracao verde), as imagens foram submetidas ao programa, que através
da selecédo das areas de coloragcédo verde, registraram as médias de intensidade
de cada imagem, pelo proprio programa. Em seguida, esta quantificacdo foi
realizada nas mesmas areas em que foram medidas a carie, porém, medindo-se a
coloracdo amarela (material infiltrante penetrado na carie), para posterior
avaliagdo da quantidade de penetragdo do material dentro da les&o.

A padronizacdo foi realizada pela selecdo de imagens adquiridas
através de projecado maxima, a qual é obtida durante o processamento de imagens
em série (Z-Stack), e indica o maior grau de intensidade de fluorescéncia dentro
do espécime.
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Figura 9. Imagens representativas (microscopia confocal de varredura a laser) de lesdes infiltradas com
resina experimental (E, esmalte sadio; R, resina infiltrada; R+CL, resina infiltrada nos poros da lesao de carie).

4.6 Anadlise estatistica
4.6.1 Avaliacao dos resultados da microscopia confocal de varredura a laser

A partir das medidas de intensidade de fluorescéncia verde (cérie) e
amarela (sobreposicdo: vermelho (material infiltrado) + verde) obteve-se a
propor¢do de penetragdo do material (PM) na lesédo de carie, utilizando-se a
seguinte equacéo:

PM = verde — amarelo x 100
verde

Os caélculos foram realizados utilizando-se a planilha do EXCEL (Microsoft
Office Excel 2007). Os valores de PM foram submetidos a anélise de variancia um

fator e teste de Tukey, em nivel de significancia 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise da intensidade de fluorescéncia através da Microscopia Confocal
de Varredura a Laser

Na Tabela 1 podem ser observadas as médias da intensidade de
fluorescéncia dos materiais resinosos experimentais/esmalte cariado para os
grupos estudados. Houve perda de um fragmento coronario no grupo 6 durante a
confeccao dos espécimes.

Tabela 1. Médias e Desvio Padréao (DP) dos valores da porcentagem de preenchimento
dos materiais resinosos experimentais nas lesdées de carie em esmalte cariado através da

andlise em Microscopia Confocal de Varredura a Laser.

Grupo N2 de Média (%)
dentes e Desvio Padrao
G1-100% TEGDMA 5 97,3(8,48) BC

G2-80% TEGDMA + 20% etanol

G3-80% TEGDMA + 20% HEMA

G4-75% TEGDMA + 25% UDMA

G5-60% TEGDMA + 20% UDMA + 20% etanol
G6-60% TEGDMA + 20% UDMA + 20% HEMA
G7-75% TEGDMA + 25% BisEMA 114 (12,41) A
G8-60% TEGDMA + 20% BisEMA + 20% etanol 107,5 (2,74) AB
G9-60% TEGDMA + 20% BisEMA + 20% HEMA 5 100,9 (5,86) AB

104,3 (12,38) AB
104 (8,78) AB
92,8 (3,78) BC
82,2(6,28) C

103,4 (13,29) AB

o o0 &~ 01 o1 o1 O

Letras maiGsculas iguais nao diferem entre si na comparagao enire o tipo de material resinoso experimental ufilizado (p<0,05)

A maior média de percentual de preenchimento ocorrido na lesdo de
carie ocorreu no G7 (75% TEGDMA + 25% BisEMA), enquanto que o menor valor
foi obtido pelo grupo G5 (60% TEGDMA + 20% UDMA + 20% etanol). Os grupos
G1 (TEGDMA 100%); G2 (80% TEGDMA + 20% etanol); G3 (80% TEGDMA +
20% HEMA); G4 (75% TEGDMA + 25% UDMA); G6 (60% TEGDMA + 20% UDMA
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+ 20% HEMA); G8 (60% TEGDMA + 20% BISEMA + 20% etanol); G9 (60%
TEGDMA + 20% BisEMA + 20% HEMA) nao mostraram diferenca significativa
entre eles e apresentaram valores intermediarios de penetracdo do material

resinoso experimental.
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Figura 9. (A) G1: TEGDMA 100%; (B) G2: TEGDMA + etanol; (C) G3: TEGDMA + HEMA; (D) G4: TEGDMA +
UDMA; (E) G5: TEGDMA + UDMA + etanol; (F) G6: TEGDMA + UDMA + HEMA; (G) G7: TEGDMA +
BISEMA; (H) G8: TEGDMA + BisEMA + etanol; (I) G9: TEGDMA + BisEMA + HEMA

Circulo — ressaltando areas de penetragdo do material resinoso de baixa viscosidade na LASCE. Toda area
amarela nas imagens indica a penetracdo do material resinoso na LASCE oclusal.

Area vermelha: penetragdo do material impregnado com rodamina B a 0,1. Area verde: LASCE
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6 DISCUSSAO

Estudos tem sido realizados a fim de obter materiais resinosos de baixa
viscosidade otimizados para a infiliragdo em lesdes subsuperficiais de carie em
esmalte para que se consiga a penetracao destes materiais no interior dos
espacos intercristalinos do esmalte desmineralizado. A quantidade de penetragcéao
€ dependente das caracteristicas superficiais do esmalte (energia de superficie e
porosidades) e das caracteristicas do liquido que deverda penetra-lo (tenséo
superficial). Considerando que os poros da lesdo de esmalte agem como
caminhos de difusdo para &cidos e minerais dissolvidos, através de forcas
capilares, a oclusdao destes poros através da infiltracdo de resinas
fotopolimerizaveis de baixa viscosidade poderia impedir ou diminuir a progressao
da les&o e estabilizar mecanicamente a estrutura fragil da lesdo (Davila et al.,
1975; Gray & Shellis, 2002).

Em relacdo aos materiais resinosos de baixa viscosidade, ja foi
mostrado em experimentos anteriores (Paris et al., 2007; O’'Brien et al., 1978) a
existéncia de boa correlagdo entre o coeficiente de penetracdo e a profundidade
de penetracdo dos monb6meros em lesdes cariosas de superficie lisa, livre ou
proximal.

Monémeros como o BisGMA sé&o viscosos pela natureza intrinseca das
cadeias intermedidrias ndo apresentando caracteristicas adequadas para a
utilizacdo em infiltrantes. O TEGDMA apresenta viscosidade adequada para essa
funcdo, entretanto, caracteristicas como a alta contracao de polimerizacao e alta
sorpcao de agua fazem com que haja a necessidade da adicdo de co-monémero
como o BisEMA, mondmero diluente como o HEMA e solventes organicos para
potencializar a capacidade de penetracdo nas porosidades do esmalte e da
dentina (Soderpolin, et al., 1999). Entretanto, dependendo do tipo de monémero e
solvente utilizado pode-se alterar as propriedades da mistura, produzindo menor
penetracdo nos tecidos duros dentarios.
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A hipétese deste estudo foi aceita uma vez que diferentes composicoes
monoméricas produziram diferentes percentuais de preenchimento das lesdes
cariosas. Neste estudo, os maiores percentuais de penetragdo e preenchimento
das lesbes de carie ocorreram quando se utilizou o mondmero base TEGDMA
associado ao BisEMA. Os resultados do presente estudo corroboram aqueles
encontrados por Gongalves et al.,, 2009, que embora ndo tenham estudado a
penetragdo de misturas monoméricas em esmalte, mostraram que misturas
contendo BisEMA apresentaram baixa viscosidade devido a maior flexibilidade
apresentada pela auséncia de hidroxilas na cadeia. Observa-se clara associagdo
entre o coeficiente de penetragdo de um liquido e a viscosidade apresentada pelo
mesmo. Quanto maior a viscosidade, menor a capacidade e maior o tempo para
penetrar em uma superficie sélida

O TEGDMA (trietileno glicol dimetacrilato; PM: 286,2 g mol™) possui o
menor tamanho de polimero e a maior concentracdo de ligacdes duplas quando
comparado com o BisEMA e UDMA, além de apresentar cadeia estrutural flexivel
(Asmussen, 1998). Sendo assim, este monémero deve exibir a maior densidade
de ligagbes cruzadas e deve ser capaz de formar redes mais rigidas
(Barszczewska-Rybarek, 2009). O BisEMA é um mondmero que possui estrutura
similar a do BisGMA, exceto pela auséncia dos grupos hidroxila, atribuindo-se a
ele menores valores de viscosidade em relagdo ao BisGMA. Além disso, € um
monOmero que apresenta caracteristicas hidréfobas, sendo menos susceptivel a
sorpcéo de agua, o que favorece sua utilizacdo no ambiente oral (Gongalves et al.,
2009; Gaurav Vasudeva, 2009). Portanto, sugere-se que neste estudo, este
monémero diluente, juntamente com o BisEMA, foi capaz de apresentar melhor
penetracdo nos poros do esmalte cariado comparado aos outros grupos, devido as
caracteristicas préprias da molécula ja descritas apresentando um bom
desempenho na infiltracdo do material, mostrando um melhor resultado. Além
disso, o grupo BisEMA:TEGDMA é o que potencialmente forma o melhor polimero,
que associado a boa penetracéo, pode favorecer a durabilidade deste material no
ambiente bucal a longo prazo. Entretanto, as propriedades mecanicas de misturas

36



contendo o BisEMA nao foram ainda bem elucidadas. Sabe-se que concentracdes
entre 50:50 ou 30:70% de BisEMA:TEGDMA mostraram reducéao de 25% no grau
de conversao em comparagdao com misturas do tipo BisGMA:TEGDMA (Sideridou
et al., 2002, 2003). Porém, outro estudo demonstrou que a troca de BisGMA por
BisEMA em misturas com TEGDMA produziu maior grau de conversao, mas nao
melhorou a resisténcia a flexdo e tensao diamentral (Stansbury, 1992). Assim,
outros estudos devem ser realizados para verificar as propriedades mecanicas da
mistura contendo TEGDMA e BisEMA.

A adicao do solvente etanol e do monémero UDMA na composicao das
resinas experimentais produziu materiais com valores menores de penetracao
dentro do corpo da lesdo (G5= 60% TEGDMA + 20% UDMA + 20% etanol). O
excesso de solvente incorporado no monémero pode formar poros na estrutura do
polimero e na interface material/substrato (Asmussen et al., 1977), prejudicando a
penetragdo do material no interior da lesdo. Mesmo seguindo o protocolo de
secagem apos a aplicagdo dos materiais que continham solvente na sua
composicao, isto parece nao ter sido suficiente para a evaporacédo do solvente, o
que pode ter influenciado no grau de conversao, e consequentemente, prejudicado
a completa polimerizagdo do material até o fundo da lesédo. Esses resultados
corroboram os de Meyer-Lueckel & Paris, 2010, que demonstraram que a adicao
de etanol em um material resinoso de baixa viscosidade a base de TEGDMA, com
um coeficiente de penetracdo relativamente alto, resultou em reducdo da
profundidade de penetracao na lesdao, quando comparado a uma resina.

A molécula de UDMA (uretano dimetacrilato) possui um nucleo alifatico
flexivel e duas ligagdes uretano em sua cadeia. E também capaz de formar pontes
de hidrogénio, possui menor tamanho, quando comparada ao BisGMA e BisEMA e
portanto, apresenta maior concentragdo de ligagdes duplas (Barszczewska-
Rybarek, 2009).

Uma possivel explicagdo para este baixo grau de penetracdo de
materiais do G5 pode estar relacionado com a menor densidade de ligacdes
cruzadas obtidas pela mistura de monémeros. As forcas de atracdo entre as
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cadeias poliméricas sdo menores que as forcas de atracdo entre as moléculas do
solvente e os componentes das cadeias (Schneider et al., 2008). Sendo assim,
sugere-se que esta mistura tenha apresentado polimerizagédo inferior aos demais
materiais estudados.

De acordo com o estudo realizado por Paris et al., 2007, os maiores
coeficientes de penetracao encontrados para as resinas compostas experimentais
testadas foram observados para as misturas contendo altas quantidades de
HEMA, TEGDMA e etanol, o que nao justificaria a maior profundidade de
penetracdo, necessariamente, ja que mesmo apresentando caracteristicas como
baixa viscosidade e angulos de contato, altas por¢cées de HEMA e etanol também
resultam em uma polimerizagdo imperfeita do material, portanto, demonstrando
que a quantidade de HEMA em resinas de baixa viscosidade é potencialmente
limitada. Isto poderia justificar os valores intermediarios obtidos para os grupos
G1= TEGDMA 100%; G2: 80% TEGDMA + 20% etanol; G3: 80% TEGDMA + 20%
HEMA; G4: 75% TEGDMA + 25% UDMA; G6: 60% TEGDMA + 20% UDMA + 20%
HEMA; G8: 60% TEGDMA + 20% BisEMA + 20% etanol; G9: 60% TEGDMA +
20% BiseEMA + 20% HEMA, que apresentaram na sua composigao pelo menos um
dos componentes, HEMA ou etanol.

Menores valores observados no grau de penetracdo dos materiais do
grupo 5 e grupos com valores intermediarios também podem ter sido produzidos
pelas limitacées da “técnica de pigmentagao direta”. Esta técnica, mesmo com a
utilizacdo de um programa padronizado para a analise das imagens, a fim de
superar alguns problemas com a pigmentacdo, pode nao ter sido tdo efetiva
(Meyer-Lueckel & Paris, 2008).

Algumas composi¢des apresentaram valores superiores a 100% de
penetracao dentro do corpo da lesdo (G2, G3, G6, G7, G8 e G9), o que se justifica
pela penetragdo do material além do corpo da lesdo de carie.

Desta forma, de maneira geral, todas as composi¢cdes dos materiais
apresentaram uma boa capacidade de penetracao do material, entretanto, estes
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valores de penetracdo variaram, apresentando o menor valor o G5 (88,2%) e o
maior valor o G7 (114%).

Apesar dos resultados promissores da utilizagdo dos compostos
resinosos de baixa viscosidade para infiltracdo de lesbes de carie em esmalte,
outros estudos devem ser realizados para assegurar 0 uso da técnica, verificando-
se 0 desempenho e a longevidade da unidao dos materiais a estrutura do esmalte

enfraquecido.
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7. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste estudo, e dentro das suas
limitac6es, pode-se concluir que a composicdo dos materiais € um fator
determinante na penetragdo dos infiltrantes na LASCE, sendo que o material
resinoso experimental composto por 75% de TEGDMA e 25% de BISEMA obteve
o maior valor de intensidade de fluorescéncia, indicando maior grau de penetracao
do material dentro do corpo da lesdo em esmalte e o grupo que apresentou 60%
de TEGDMA, 20% de UDMA e 20% de etanol apresentou o menor grau de
penetragdo do material no corpo da leséo.
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